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ABSTRAKT 
Tato bakalářská práce má rešeršní charakter a zabývá se možnostmi stanovení mastných 
kyselin v potravinách, s hlavním zaměřením na mléčné výrobky.  
Práce začíná přehledem obecných charakteristik lipidů a mastných kyselin. Stěžejní část 
práce pak tvoří souhrnný přehled metod, které je možné použít pro stanovení mastných 
kyselin. Zvláštní kapitola je věnována stanovení volných mastných kyselin. Před samotným 
stanovením je nezbytné nejprve izolovat lipidy/mastné kyseliny z matrice vzorku, k tomu je 
možné použít klasickou extrakci vhodným rozpouštědlem v různých aplikacích, příp. některé 
nové moderní extrakční techniky, jako např. extrakce na pevné fázi nebo superkritická fluidní 
extrakce. Po rozdělení jednotlivých lipidických frakcí, k čemuž se v praxi většinou používá 
extrakce na pevné fázi a/nebo chromatografie na tenké vrstvě, je většinou nutné mastné 
kyseliny převést na deriváty, vhodné pro následné analytické stanovení. Pro vlastní stanovení 
se používá nejčastěji plynová chromatografie s plamenově-ionizační příp. hmotnostní detekcí 
a mastné kyseliny se proto převádějí na podstatně těkavější methylestery. V některých 
případech lze pro stanovení použít vysokoúčinnou kapalinovou chromatografii a/nebo 
chromatografii na tenké vrstvě. 
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ABSTRACT 
This bachelor´s thesis has a research character and deals with the possibilities of 
determination of fatty acids in foodstuffs, mainly focused on dairy products.  
It starts by overview of general characteristics of lipids and fatty acids. The crucial part of 
thesis represents summary of the methods, which can be used for determination of fatty acids. 
A special chapter is devoted to determination of free fatty acids. The isolation of lipids/fatty 
acids from sample matrix is necessary before the determination itself, classic solvent 
extraction in various applications or several new extraction techniques, e.g. solid phase 
extraction or supercritical fluid extraction, can be used for this purpose. After the separation 
of individual lipid fractions, for which the solid phase extraction and/or thin layer 
chromatography are usually used in practice, the transformation of fatty acids to derivatives, 
which are suitable for following analytical determination, is often necessary. Gas 
chromatography with the flame-ionization or mass selective detection is most often used for 
determination and therefore fatty acids are converted to substantially more volatile methyl 
esters. In some special cases high performance liquid chromatography and/or thin layer 
chromatography can be used.   
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1 ÚVOD 
V poslední době významně stoupá zájem o naše potraviny. Lidé se zajímají jak o nutriční 
hodnoty, tak i senzorické vlastnosti nebo celkovou kvalitu potravin.  
Tuky jsou velice důležitou částí potravin. Senzoricky jim dodávají chuť, texturu i vůni. 
Z hlediska energetického jsou nejbohatšími složkami. Velice významnou součástí tuků jsou 
mastné kyseliny. Existuje jich více druhů a liší se svými fyzikálními vlastnostmi. Složení 
mastných kyselin tedy tvoří výsledné vlastnosti potraviny (například nutriční hodnotu). 
Zvláštní skupinou lipidů jsou volné mastné kyseliny, které na rozdíl od těch vázaných, 
neobsahují alkoholový zbytek.  
Tato bakalářská práce podává souhrnný přehled možností stanovení jak vázaných, tak i 
volných mastných kyselin v potravinářských matricích a bude sloužit jako teoretický podklad 
pro následující diplomovou práci, která se bude zabývat stanovením mastných kyselin v 
přírodních a tavených sýrech. Na základě provedené literární rešerše bude vybrána 
nejvhodnější metoda, která bude vyzkoušena, optimalizována a validována pro stanovení 
mastných kyselin ve vybraných vzorcích sýrů.  
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2 LIPIDY 
Lipidy jsou součástí buněk rostlin i živočichů a tvoří zdroje energie pro organismy. Patří 
tedy mezi významné složky potravin. Ve velkém množství se objevují například 
ve skořápkovém ovoci, sójových bobech, v podzemnici olejné nebo ovesných vločkách [3,5]. 
2.1 Charakteristika a vlastnosti lipidů 
Ze strukturního hlediska jsou lipidy estery mastných kyselin a alkoholů. Jejich společným 
prvkem je hydrofobní charakter. Lipidy jsou tedy rozpustné v nepolárních rozpouštědlech 
(chloroform, benzen), ale nerozpustné v rozpouštědlech polárních (voda) [4]. 
2.2 Klasifikace lipidů 
V současné době existuje velké množství různých typů rozdělení lipidů. Z chemického 
hlediska je však nejrozšířenější dělení na 4 základní skupiny: 
 homolipidy 
 heterolipidy 
 komplexní lipidy 
 volné mastné kyseliny a jejich soli 
Za zmínění stojí i skupina doprovodných látek lipidů. Jejich struktura je odlišná, než 
u klasických lipidů, protože většinou neobsahují ani vázané mastné kyseliny, ovšem z praxe je 
známo, že v přírodních i průmyslových produktech doprovázejí vlastní lipidy [1]. 
2.2.1 Homolipidy 
Homolipidy obsahují sloučeniny mastných kyselin a alkoholů. Patří sem acylglyceroly 
a vosky. 
Acylglyceroly jsou estery mastných kyselin s glycerolem. Vyskytují se ve formě tuků, 
s vyšším obsahem nasycených mastných kyselin a olejů, kde převažují nenasycené mastné 
kyseliny. Nejčastěji jde o směsi různých triacylglycerolů, ovšem zřídka se vyskytují i mono- 
a diacylglyceroly. Ty vznikají zejména jako produkty hydrolýzy triacylglycerolů, činností 
enzymu lipasy. Při hydrolýze triacylglycerolů tedy vznikají volné mastné kyseliny a glycerol. 
Konzumace acylglycerolů by měla být co nejmenší. Ve stravě by měly převažovat nenasycené 
mastné kyseliny nad nasycenými, tudíž rostlinné oleje nebo emulgované tuky nad tučným 
sádlem[4]. 
Vosky jsou tuhé estery vyšších mastných kyselin a vyšších primárních alkoholů. Zaujímají 
hlavně funkci ochrannou. Proto se u rostlin tvoří na vnějších částech a u živočichů se vylučují 
na kůži a srsti. Včely je pak používají k stavbě plástů [4,2]. 
2.2.2 Heterolipidy 
Heterolipidy jsou sloučeniny obsahující mimo mastných kyselin a alkoholu také další 
polární, kovalentně vázané sloučeniny. Jsou tedy polárnější než jednoduché lipidy.  Patří sem 
fosfolipidy, glykolipidy a sulfolipidy.  
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Mezi nejrozšířenější heterolipidy patří fosfolipidy, které v hydrofilní části obsahují 
kyselinu fosforečnou buď ve formě esteru, nebo diesteru. V praxi je lze najít 
v biomembránách. Mezi nejznámější fosfolipidy patří glycerofosfolipidy a sfingofosfolipidy 
[2,6]. 
Další známé heterolipidy jsou glykolipidy. Navázanou složkou je zde sacharid. Příkladem 
těchto sloučenin jsou cerebrosidy (s navázanou β-D-galakosou), sulfamidy (na sacharidové 
části je vázána kyselina sírová) a gangliosidy (složeny z ceramidu, oligosacharidů a jedné 
i více sialových kyselin) [6]. 
Sulfolipidy pak obsahují kyselinu sírovou, popřípadě sulfonovou [1]. 
 
2.2.3 Komplexní lipidy 
Komplexní lipidy obsahují obě zmíněné skupiny, tedy homolipidy i heterolipidy. Vazby 
mezi složkami mohou být kovalentní, ale objevit se mohou i různé fyzikální vazby, například 
vodíkové. Nejznámějšími komplexními lipidy jsou lipoproteiny, které už podle názvu 
naznačují přítomnost lipidů i bílkovin [1]. 
2.2.4 Volné mastné kyseliny 
Volné mastné kyseliny jsou velmi specifickou skupinou lipidů, zejména proto, 
že neobsahují vázaný alkoholový zbytek [1]. Vzhledem k zaměření této práce jsou 
v následující kapitole mastné kyseliny popsány blíže. 
3 MASTNÉ KYSELINY 
Mastné kyseliny jsou základní složkou lipidů. V přírodě bylo dosud nalezeno kolem 100 
mastných kyselin. Podle názvosloví organické chemie se jedná o karboxylové kyseliny 
s alifatickým uhlovodíkem. Většina mastných kyselin se skládá z lineárního řetězce se sudým 
počtem atomů uhlíku. Kyseliny s více než 10 až 12 atomy uhlíku se v buňkách, ve volné 
formě většinou nevyskytují- z důvodu vysoké povrchové aktivity [2,8]. 
3.1 Rozdělení mastných kyselin 
V lipidech, které jsou obsaženy v potravinách i obecně v přírodě, lze nalézt tyto skupiny 
mastných kyselin: 
 nasycené mastné kyseliny (saturated fatty acids SFA) 
 nenasycené mastné kyseliny s jednou dvojnou vazbou (monounsaturated fatty acids 
MUFA) 
 nenasycené kyseliny s více dvojnými vazbami (polyunsaturated fatty acids PUFA) 
 mastné kyseliny s trojnými vazbami a různými substituenty 
Ve stravě je ideální hmotnostní poměr mastných kyselin 1 : 2 : 1 (SFA : MUFA : PUFA). 
Složení tuků některých potravin je uvedeno v Tabulce 3.1. 
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Tabulka 3.1 Zastoupení mastných kyselin ve vybraných potravinách (% z celkových 
mastných kyselin) [12] 
Vzorek SFA MUFA PUFA 
Kakaová pochoutka 
mléčná 
39,9 18,7 0,8 
Kaštany ledové 44,5 29,9 2,7 
Mrož-mražený 
jahodový krém 
87,7 9,1 2,2 
Nutella- pomazánka 
lískooříšková s kakaem 
33,0 55,6 10,8 
Fit - müsli tyčinka s 
meruňkami v jog. 
polevě 
40,4 19,3 2,4 
Máslo 56-70 20-35 1-5 
Slunečnicový olej 4-12 18-44 46-69 
 
 
3.1.1 Nasycené mastné kyseliny  
Podle názvu je zřejmé, že nasycené mastné kyseliny už nemohou pojmout více atomů 
vodíku. Obsahují tedy pouze jednoduché vazby. Podle délky řetězce je můžeme rozdělit 
na nasycené mastné kyseliny s krátkým řetězcem (C2-C5), se středně dlouhým řetězcem (C6-
C12) a s dlouhým řetězcem (C13 a delší). Přehled důležitých mastných kyselin je v Tabulce 
3.2 [1]. 
Objevují se převážně v živočišných tucích. Lidské tělo je potřebuje, ovšem z hlediska 
výživy by měly tvořit max. 10 % z denní dávky energie. Tyto tuky zvyšují hladinu 
cholesterolu v krvi, takže podporují vznik srdečně-cévních onemocnění [13]. 
V potravinách lze nejčastěji najít kyselinu myristovou, palmitovou a stearovou. Kyselina 
myristová je obsažena např. v muškátu či kokosu a palmitová a stearová ve všech rostlinných 
i živočišných tucích [9]. 
 
Tabulka 3.2 Vybrané nasycené mastné kyseliny[1] 
Mastná kyselina Počet atomů uhlíku Triviální název 
butanová 4 máselná 
hexanová 6 kapronová 
oktanová 8 kaprylová 
dekanová 10 kaprinová 
dodekanová 12 laurová 
tetradekanová 14 myristová 
hexadekanová 16 palmitová 
oktadekanová 18 stearová 
eikosanová 20 arachová 
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3.1.2 Nenasycené mastné kyseliny s jednou dvojnou vazbou 
Často jsou nazývány jako monoenové kyseliny. Liší se jak polohou dvojné vazby, tak 
prostorovou konfigurací (cis/trans). Nejčastěji se objevující nenasycené mastné kyseliny 
s jednou dvojnou vazbou jsou v Tabulce  3.3 [1]. 
Patří mezi nejzdravější, protože snižují hladinu LDL-cholesterolu a zvyšují hladinu HDL-
cholesterolu. Snižují i riziko diabetu. V potravě mohou nahradit nasycené mastné kyseliny. 
Jsou obsaženy hlavně v olivových a řepkových olejích [10]. 
 
Tabulka 3.3 Vybrané nenasycené mastné kyseliny s jednou dvojnou vazbou [1] 
Mastná 
kyselina 
Počet atomů 
uhlíku 
Poloha dvojné 
vazby 
Isomer Triviální název 
tetradecenová 14 9 cis myristolejová 
hexadecenová 16 9 cis palmitolejová 
oktadecenová 18 9 cis olejová 
oktadecenová 18 9 trans elaidová 
oktadecenová 18 11 trans trans- vakcenová 
 
3.1.3 Nenasycené mastné kyseliny s více dvojnými vazbami 
V přírodních lipidech se jich vyskytuje pouze několik, hlavně s cis dvojnými vazbami. 
Mastné kyseliny s trans dvojnými vazbami lze nalézt v některých potravinách. V mnoha 
případech vznikají hydrogenací nenasycených mastných kyselin v průběhu ztužování 
rostlinných olejů při výrobě margarínu, jako vedlejší produkt [11]. 
Do této skupiny patří omega-6 a omega-3 mastné kyseliny, esenciální mastné kyseliny, 
které si organismus nedokáže vytvořit sám, ale musejí být dodávány stravou. Omega-6 
mastné kyseliny se vyskytují v listové zelenině, řepkových a lněných olejích nebo tučných 
rybách. Omega 3- mastné kyseliny se nachází v semenech olejů a výrobků z nich. [13]  
Mezi nejvýznamnější dienové mastné kyseliny patří kyselina linolová. Ta se zařazuje 
mezi omega-6 mastné kyseliny, což znamená, že první dvojná vazba se nachází na šestém 
uhlíku [11]. 
 
Kyselina linolová 
CH3 O
OH   
 
Nejčastěji se vyskytující trienovou mastnou kyselinou v potravinách je α-linolenová, která 
patří mezi omega-3 mastné kyseliny. Má tedy první dvojnou vazbu již na třetím uhlíku [11]. 
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Kyselina α-linolenová 
CH3 O
OH  
 
Vzácněji se vyskytují tetraenové mastné kyseliny. Nejznámější z nich je kyselina 
arachidonová patřící mezi omega-6 mastné kyseliny. Má velký význam, protože složitým 
oxidačním procesem z ní vznikají vysoce účinné regulační látky, zvané ikosanoidy.[14,11] 
 
Kyselina arachidonová 
CH3 O
OH  
3.1.4 Mastné kyseliny s trojnými vazbami a různými substituenty 
Alkinové kyseliny jsou mastné kyseliny s jednou nebo více trojnými vazbami. Zároveň 
mohou obsahovat i dvojné vazby. Příkladem může být kyselina tarirová [11]. V potravinářství 
nejsou příliš důležité.  
 
Kyselina tarirová 
CH3 O
OH  
 
 
Rozvětvené kyseliny jsou dalším typem, převážně nasycených, mastných kyselin. Boční 
řetězec je tvořen většinou jen jedním uhlíkem, vznikají tedy methylderiváty mastných kyselin. 
Jestliže je methylová skupina vázána na předposlední atom uhlíku, jde o isokyseliny. Pokud je 
vázána na třetím atomu uhlíku od konce, jedná se o anteisokyseliny. Methylskupina se může 
vázat i jinde v řetězci, ovšem tyto sloučeniny jsou již vzácnější. Příkladem lze uvézt kyselinu 
isovalerovou, isokapronovou nebo isopalmitovou [1]. 
Další skupinou jsou cyklické kyseliny. Nejvíce se vyskytující jsou cyklopropanové, 
cyklopropenové a cyklopentenové. Příkladem cyklické kyseliny může být kyselina 
laktobacillová [11]. 
 
Kyselina laktobacillová 
CH3
OOH  
 
Poslední zmínka je o mastných kyselinách s další kyslíkatou funkční skupinou. 
Hydroxykyseliny se však vykytují velmi málo. Nejznámější je kyselina cerebronová [11]. 
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Kyselina cerebronová 
CH3 O
OH
OH
 
 
4 METODY VHODNÉ PRO STANOVENÍ MASTNÝCH KYSELIN 
V POTRAVINÁCH 
Tato bakalářská práce tvoří teoretický podklad pro navazující diplomovou práci, která se 
bude zabývat problematikou stanovení mastných kyselin ve vybraných typech přírodních 
a tavených sýrů. V této kapitole budou přehledně shrnuty možnosti stanovení mastných 
kyselin v potravinových matricích. 
Než proběhne vlastní stanovení, je třeba získat (izolovat) vzorek lipidů/mastných kyselin 
z potravinové matrice. Po izolaci následuje většinou tzv. derivatizace a teprve potom může 
být provedeno samotné stanovení [15,17] 
4.1 Izolace lipidů/mastných kyselin z matrice vzorku 
Odběr a příprava vzorku jsou nedílnou a jednou z nejdůležitějších součástí analýzy. 
V případě špatného odběru jsou další úpravy a případné výsledky zbytečné. To znamená, 
že vzorek by měl obsahovat všechny součásti ve stejném poměru (hmotnostním nebo 
objemovém), jako jsou ve vzorkovaném materiálu. Pokud není možná okamžitá extrakce 
lipidů ze vzorků, měly by být odebrané vzorky uchovávány v uzavřených nádobách při nízké 
teplotě, aby nedošlo ke kontaminaci vzorku. Další analýza by pak měla proběhnout 
co nejdříve [16,17]. 
Jak již bylo zmíněno, před samotným stanovením mastných kyselin musí být lipidy 
nejprve extrahovány z matrice vzorku. Existují různé typy extrakce/izolace, stejně tak 
i rozpouštědel. Vhodnost metody se volí podle konkrétního vzorku. Výtěžnost extrakce závisí 
především na teplotě, která by neměla překročit 35 °C. Při vyšších teplotách by mohlo dojít 
k enzymatickému štěpení [18]. Klasická extrakce rozpouštědlem je dosud často používaná, 
přestože vykazuje řadu nedostatků: je náročná na čas a použitý materiál, může docházet 
ke ztrátám analytů a v neposlední řadě vzniká množství organického odpadu. Proto se 
v poslední době často aplikují různé níže zmíněné moderní extrakční techniky. V ideálním 
případě má být extrakční proces kvantitativní a reprezentativní s ohledem na sledované 
složky, rychlý, jednoduchý, nenákladný a umožňující automatizaci. Volba extrakční metody 
z velké části záleží také na typu matrice, ve které jsou cílové analyty obsaženy [18,16]. 
4.1.1  Extrakce podle Soxhleta 
Aparatura se skládá z baňky, Soxhletova přístroje a chladiče (Obrázek 4.1). Do stojanu se 
uchytí baňka naplněná nepolárním rozpouštědlem (pentan, hexan, petrolether, chloroform 
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nebo diethylether), v němž se dobře rozpouští složka, kterou chceme oddělit. Na baňku se 
uchytí Soxhletův extraktor, do kterého se vloží extrakční patrona se vzorkem a dobře se utěsní 
například vatou. Nad Soxhletův extraktor se připojí chladič. Rozpouštědlo v baňce se zahřívá, 
odpařuje a kondenzuje v chladiči. Kapalina stéká do střední části přístroje, promývá vzorek 
v patroně, rozpouští obsažený tuk a postupně zaplňuje Soxhletův extraktor. Jakmile dosáhne 
hladina přepadu, rozpouštědlo odteče do baňky. Tento děj se opakuje do vyextrahování všech 
komponentů ze vzorku. V baňce nakonec zůstane izolovaná složka. Ta se vysuší v sušárně, 
ochladí v exsikátoru a zváží [16,18,19]. 
Metoda je vhodná pro stanovení obsahu tuku v olejninách, materiálech obsahujících málo 
vody a vzorcích, kde převažují neutrální lipidy [18,21]. 
 
 
4.1.2 Extrakce podle Folche 
Extrakce podle Folche využívá kombinaci rozpouštědel chloroform + methanol v poměru 
2:1 [18]. 
Metoda je vhodná pro stanovení tuku v materiálech obsahujících větší množství vody 
a polárních lipidů (fosfolipidů, komplexních lipidů) nebo pro maso a masné výrobky [18]. 
4.1.3 Automatická extrakční metoda Soxtec 
Soxtec je automatický extrakční systém (Obrázek 4.2), který je vhodný pro potravinové 
vzorky, ale i textil, plasty, atd. Metoda vychází z klasické Soxhletovy metody, ovšem 
s několika výhodami. Příkladem může být zkrácení doby extrakce (pouze 2 až 3 hodiny), 
snížení objemu rozpouštědla (40 až 50 ml) nebo extrahování až šesti vzorků najednou [23,20]. 
Obrázek 4.1 Soxhletův extraktor [22] 
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Obrázek 4.2 Automatický extraktor Soxtec [23] 
4.1.4 Extrakce pomocí mikrovln 
Jedná se o mikrovlnnou extrakci- (Microwave Assisted Extraction MAE) (Obrázek 4.3.) 
pomocí organických rozpouštědel. Princip je v tom, že mikrovlny, s frekvencí 2450 MHz, 
ohřívají organická rozpouštědla, která jsou v kontaktu se vzorkem. Mohou je ohřívat buď 
v otevřeném systému, nebo v uzavřeném. V uzavřeném je pak extrakce rychlejší [24].  
Velkou výhodou této metody je stanovení až čtyřiceti vzorků současně, nízká spotřeba 
rozpouštědla (30 – 50 ml) a v neposlední řadě nízká cena [25]. 
4.1.5 Extrakce na pevné fázi 
Principem extrakce na pevné fázi (Solid Phase Extraction SPE) je zachycování 
stanovovaných látek na povrchu pevného sorbentu, kterým bývá nejčastěji silikagel 
s chemicky navázanými organickými funkčními skupinami. Sloučeniny ze vzorku tak reagují 
Obrázek 4.3 Microwave-assisted extraction [25] 
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více se sorbentem než s rozpouštědlem. Zůstanou tedy na sorbentu, z kterého se pak vymývají 
vhodně zvolenými rozpouštědly [16]. 
Výhodou SPE (Obrázek 4.4) je práce s menšími objemy analytu, rychlost, nízká spotřeba 
rozpouštědla a finanční dostupnost [26]. 
 
Obrázek 4.4 SPE- extrakce na pevné fázi [27] 
4.1.6 Mikroextrakce na pevnou fázi 
Principem mikroextrakce na pevné fázi (SPME) je sorpce složky vzorku na stacionární fázi 
pokrývající křemenné vlákno, nacházející se uvnitř kovové jehly (Obrázek 4.5). Jehla 
s vláknem se vsune do vzorku a vlákno se vysune. Po dosažení sorpční rovnováhy se vlákno 
zasune zpět, jehla se vytáhne ze vzorkovací matrice a vloží se do nástřikového prostoru 
chromatografu, kde se opět vysune. Mezi výhody této metody patří rychlost, citlivost 
a vysoká přesnost [47]. 
 
 
Obrázek 4.5 Jehla pro vzorkování pomocí SPME [47] 
4.1.7 Superkritická fluidní extrakce 
K extrakci pevného vzorku se využívá nadkritická kapalina- oxid uhličitý při teplotě 31 °C 
a tlaku 7149 kPa. Nadkritický oxid uhličitý je nepolární, takže rozpouští nepolární, popřípadě 
málo polární sloučeniny. Schéma superkritické fluidní extrakce (Supercritical Fluid 
Extraction- SFE) je na Obrázku 4.6 [16]. 
Tato metoda má mnoho výhod. Oxid uhličitý v kritickém bodě je netoxický, bezpečný, 
levný a jeho kritický bod je snadno dosažitelný. Změnami teplot a tlaků v extraktoru je možné 
měnit rozpouštěcí sílu. Oxid uhličitý také rychle proniká vzorkem a jímaný rozpuštěný analyt 
se kvůli lehkému odpařování oxidu uhličitého koncentruje [28,16]. 
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Obrázek 4.6 SFE-superkritická fluidní extrakce [29] 
4.2 Předběžné rozdělení extraktu 
Směs lipidů získaná extrakcí obsahuje různé lipidy různé polarity: triacylglyceroly, volné 
mastné kyseliny, steryl estery, volné steroly, fosfolipidy, glyceroglykolipidy, gangliosidy, 
ceramidy, sfingolipidy a také nelipidové látky; tyto skupiny je většinou potřeba od sebe 
separovat. K tomuto účelu lze použít např. různé adsorpční chromatografické techniky 7. 
Vzhledem k tomu, že většina lipidických složek je poměrně nestabilní, není vhodné 
extrakty skladovat, ale lépe je okamžitě podrobit následující derivatizaci 7. 
4.3 Derivatizace mastných kyselin 
Derivatizační reakce slouží k vytvoření detekovatelných derivátů, zvýšení citlivosti, 
selektivity nebo pro možnost separace v HPLC i GC. Podle derivatizační reakce se 
derivatizace dělí na předkolonovou derivatizaci, která probíhá před kolonou, 
na postkolonovou, probíhající za kolonou a na derivatizaci na koloně, která probíhá přímo 
v koloně [15]. 
Pro stanovení mastných kyselin se nejčastěji používá plynová chromatografie, za tímto 
účelem se převádějí na jednoduché, těkavé deriváty- methylestery. Neexistuje jednotný 
postup esterifikace, který by bylo možné použít pro všechny matrice, základními 
derivatizačními reakcemi jsou kysele a bazicky katalyzované esterifikace [34].  
4.3.1 Kysele katalyzovaná esterifikace  
Volné mastné kyseliny jsou esterifikované zahříváním v přebytku bezvodého methanolu 
v přítomnosti kyselého katalyzátoru. Nejužívanějším činidlem je 5% bezvodý chlorovodík 
v methanolu, který je připravován probubláváním suchého methanolu chlorovodíkem. 
Stejným způsobem probíhá i esterifikace s 1-2% roztokem koncentrované kyseliny sírové 
v methanolu. Vzorek lipidů se pak s činidlem zahřívá cca 2 hodiny pod zpětným chladičem 
[7].  
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Jako rychlejší alternativu katalyzátoru pro esterifikaci volných mastných kyselin lze použít 
12-14% fluorid boritý. Nesmí však být použit starý nebo příliš koncentrovaný, protože 
by mohlo dojít k rozkladu nebo dokonce ztrátě polynenasycených mastných kyselin [7]. 
Reakce s kyselou katalýzou pro urychlení procesu je třeba zahřívat. Esterifikovány jsou 
volné mastné kyseliny i vázané v triacylglycerolech [30]. 
4.3.2 Bazicky katalyzovaná esterifikace 
Bazicky katalyzovaná esterifikace probíhá rychle v bezvodém methanolu a v přítomnosti 
bazického katalyzátoru, kterým bývá nejčastěji 0,5 mol·l-1 roztok methoxidu sodného 
v bezvodém metanolu. Méně používanými katalyzátory jsou pak methoxid draselný nebo 
hydroxid draselný [7].  
Při alkalické katalýze je esterifikace rychlejší, stačí mírné podmínky. Esterifikovány jsou 
pouze mastné kyseliny vázáné v triacylglycerolech [7]. 
4.3.3 Stabilita a uchovávání extraktů 
Běžné nedostatky, které mohou nastat při přípravě esterů:  
 nekompletní konverze tuků na FAME 
 rozklad polynenasycených MK 
 změna složení MK během esterifikace, včetně tvorby polohových a geometrických 
izomerů 
 tvorba artefaktů, které mohou být špatně identifikovány jako MK 
 kontaminace a následné poškození GC kolony stopami zbytků esterifikačních činidel 
nebo nečistých vzorků 
 nekompletní extrakce FAME po esterifikaci 
 ztráta vysoce těkavých nízkouhlíkatých MK 7.   
 
I získaná směs methylesterů by měla být analyzována co nejdříve (nejlépe okamžitě). Je-li 
to nutné, může se uchovat pod inertním plynem v chladničce (při -20°C nebo lépe při -70-
80°C) několik týdnů. Při delším skladování se doporučuje chránit MEMK před autooxidací 
přídavkem antioxidantu v takové koncentraci, která nebude rušit při následné analýze, např. 
0,05 g.l
-1
 roztoku butylhydroxytoluenu 15.   
 
4.4 Analytické metody stanovení mastných kyselin 
4.4.1 Plynová chromatografie 
Nejúčinnější a nejpoužívanější metodou pro stanovení (methylesterů) mastných kyselin je 
plynová chromatografie. 
Plynová chromatografie (GC) patří mezi separační metody. Funguje na základě 
rozdělování složek směsi mezi stacionární (nepohyblivou) a mobilní (pohyblivou) fázi. Jak už 
z názvu -plynová chromatografie- vyplývá, mobilní fáze je plyn a označuje se jako nosný 
plyn. Úkol tohoto plynu je zajistit transport složek kolonou a zároveň se nezúčastnit 
separačního procesu. Proto jsou používány například helium, vodík nebo argon, jejž se 
nerozpouští v kapalné stacionární fázi [31,32] 
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Vzorek je dávkován do proudícího plynu, který ho unáší kolonou. Složky se separují 
v koloně na základě různé schopnosti poutat se na stacionární fázi. Následně, když opouštějí 
kolonu, jsou indikovány detektorem. Signál z něj se vyhodnotí a z časového průběhu intenzity 
signálu se určí druh a kvantitativní zastoupení složek [28]. 
Podle stacionární fáze lze plynovou chromatografii dělit na plynovou adsorpční 
chromatografii (GSC), kde je stacionární fáze pevná a dochází k separaci na principu 
adsorpce a plynovou rozdělovací chromatografii (GLC), kde stacionární fází je kapalina 
a probíhá rozdělování složky mezi kapalnou stacionární a plynnou mobilní fází [31,33]. 
Metoda je použitelná pro plyny a kapaliny s bodem varu okolo 400 °C a s relativní 
molekulovou hmotností menší než 1000 g·mol-1 [35]. 
 
Plynový chromatograf (Obrázek 4.7) obsahuje tyto části: zdroj nosného plynu, čistící 
zařízení, regulační zařízení, dávkovač, kolonu, detektor, zapisovač a vyhodnocovací systém 
[38]. 
Zdrojem nosného plynu jsou většinou tlakové láhve plněné vodíkem, dusíkem nebo 
heliem. Mimo nosného plynu vyžadují některé detektory ještě další zdroje plynu, kterými jsou 
opět tlakové láhve s již zmíněnými plyny [38]. 
Všechny plyny je potřeba zbavovat vlhkosti a nečistot pomocí čistícího zařízení. Dále 
zbavuje nosný plyn nežádoucích stop ostatních plynů [28]. 
Funkce některých detektorů závisí na průtokové rychlosti nosného plynu, proto je důležité, 
aby byl jeho průtok konstantní [38]. 
Dávkovač slouží k zavedení vzorku na počátek kolony, jde tedy o nástřik vzorku. 
Pro maximální využití účinnosti kolony se dávkuje pouze malé množství vzorku. Vzorek se 
musí do kolony vpravit co nejdříve. Kapalné vzorky se ihned zplyňují [33,28]. Teplota 
nástřiku je volena tak, aby byla cca o 50 °C vyšší než bod varu analyzované látky. Tak lze 
dosáhnout malého objemu plynného vzorku [38]. 
V kolonách pak dochází k separaci vzorku. Existují dva základní typy kolon- náplňové 
a kapilární. Náplňové jsou skleněné nebo kovové trubice naplněné adsorbenty nebo nosiči 
pokrytými kapalnou fází. Jako adsorbent se používá silikagel, alumina nebo molekulová síta. 
Jako nosiče kapalné stacionární fáze křemelina, silikagel nebo aktivovaná alumina. Náplňové 
kolony mají sice větší kapacitu než kolony kapilární, ovšem horší dělení. Více se tedy 
využívají kapilární kolony, které mohou být křemenné, kovové, skleněné i plastové. Jako 
nosiče kapalné stacionární fáze využívají své vnitřní stěny. Podle způsobu zakotvení 
stacionární fáze se rozlišují tři typy kapilárních kolon. WCOT (Wall-Coated Open Tubular), 
kde kapalná stacionární fáze tvoří tenký film, SCOT (Support-Coated Open Tubular), 
s vrstvičkou nosiče se zakotvenou kapalinou a PLOT (Porous-LAyer Open Tubular), kde je 
na vnitřní straně vrstvička pevného sorbentu [33,28]. 
Detektor zaznamenává signál při průtoku nosného plynu v závislosti na čase. Důležitými 
požadavky na detektor jsou citlivost, lineární dynamický rozsah, šum nebo 
reprodukovatelnost signálu. Existuje více detektorů pro plynovou chromatografii. 
Pro stanovení mastných kyselin se používá plamenově ionizační detektor (FID- Flame 
Ionization Detector), který je univerzální, má výbornou stabilitu signálu a je vhodný 
pro organické sloučeniny. Principem je, že vzorek unášený plynem je spalován kyslíko-
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vodíkovým plamenem, hořícím mezi dvěma elektrodami. Organické sloučeniny pak poskytují 
radikály měnící se na ionty a ty pak zvyšují vodivost plamene [38]. 
K vyhodnocení slouží chromatogram, čili grafické znázornění signálu z detektoru. Složky 
se identifikují na základě elučních časů a z plochy píků se vypočítá poměrné zastoupení 
jednotlivých kyselin ve směsi (v hmotnostních procentech) [37,36]. 
Použití plynové chromatografie 
Z hlediska potravinářství je metoda vhodná zejména pro tuky a oleje. Naopak není vhodná 
pro mléčné tuky, protože obsahují kyseliny s krátkým řetězcem [37]. 
 
Při stanovení mastných kyselin se jako stacionární fáze používají polyestery. Z detektorů 
se používá zmíněný plamenově ionizační (FID) [37,36]. 
4.4.2 Plynová chromatografie-hmotnostní spektrometrie 
Nejjednodušší způsob identifikace mastných kyselin ve vzorku je srovnáním retenčních 
časů s komerčně dostupnými standardy. Lepší je použít spojení plynové chromatografie 
s hmotnostní spektrometrií a potvrdit identifikaci srovnáním hmotnostních spekter [15, 32]. 
Hmotnostní spektrometrie (Mass spectrometry-MS) je separační metoda převádějící vzorek 
na ionizovanou plynnou fázi a vzniklé ionty separuje dle hodnoty podílu jejich hmotnosti 
a náboje [28]. 
 
Hmotnostní spektrometr obsahuje tyto části: iontový zdroj, hmotnostní analyzátor, 
detektor, vakuový systém a vyhodnocovací zařízení [31]. 
 
Spojení mezi plynovým chromatografem a hmotnostním spektrometrem se označuje jako 
chromatografický vstup. Tím je dělič, umístěný na výstupu z kolony, který dělí proud 
nosného plynu do dvou cest. Jedna vstupuje do běžného detektoru (například plamenově 
ionizačního) a druhá přivádí nosný plyn a eluované složky do iontového zdroje [31].  
Při analýze vzorků jsou tedy dosaženy dva druhy záznamů. Prvním je chromatogram, který 
informuje o počtu složek ve vzorku a druhým je hmotnostní spektrum jednotlivých píků, 
z kterých lze posuzovat kvalitu složek [31].  
 
 Obrázek 4.7 Schéma plynového chromatografu [41] 
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Použití plynové chromatografie- hmotnostní spektrometrie 
Díky spojení plynové chromatografie a hmotnostní spektrometrie (GC-MS) lze analyzovat 
složitější směsi organických látek. Pro vysokou citlivost detekce je vhodné použití této 
metody v oblasti stopové až ultrastopové analýzy [31,33].  
4.4.3 Vysokoúčinná kapalinová chromatografie 
Vysokoúčinná kapalinová chromatografie (HPLC- High Performance Liquid 
Chromatography) je technika kapalinové chromatografie, kde se používá jako mobilní fáze 
kapalina. Na rozdíl od plynové chromatografie hraje mobilní fáze aktivní roli. Vysoké 
účinnosti se docílí použitím kolon naplněných velmi malými částicemi (cca 10 μm) a větším 
a konstantním průtokem mobilní fáze, zajištěným vysokotlakými čerpadly [16,31]. 
Podle principu separace lze metodu dále dělit na kapalinovou rozdělovací chromatografii 
(LLC- Liquid-Liquid Chromatography), kapalinovou adsorpční chromatografii (LSC- Liquid-
Solid Chromatography) a méně používanou gelově permeační chromatografii (GPC) 
a iontově výměnnou chromatografii (IEC- Ion-Exchange chromatography) [31]. 
LLC využívá rozdělování složek mezi kapalnou mobilní a kapalnou stacionární fázi tak, 
že kapaliny musí být vzájemně nemísitelné. Jako náplň, obsahující chemicky vázanou 
stacionární fázi, je používán silikagel. Kapalinová rozdělovací chromatografie se používá pro 
látky menších až středních relativních molekulových hmotností. Přítomnost vody zde není 
překážka [16,28]. 
LSC využívá interakce mezi složkami vzorku a tuhou fází (adsorbentem) a prostředím 
mobilní fáze. Jako adsorbent se používá silikagel. Při volbě mobilní fáze se předpokládá, 
že na polárních absorbentech roste eluční účinnost od méně polárních k polárnějším 
rozpouštědlům [16]. 
 
Kapalinový chromatograf obsahuje tyto části: čerpadlo, dávkovací zařízení, kolonu, 
detektor a zapisovač a vyhodnocovací systém [38]. 
Pro stanovení mastných kyselin lze užít více druhů detektorů. Nejrozšířenějším je 
fotometrický detektor, který je založen na měření absorbance látek vystupujících 
z chromatografických kolon. Detektor není vhodný po složky neabsorbující UV záření. Mezi 
další používané detektory patří fluorimetrický nebo hmotnostní [31].  
 
Použití vysokoúčinné kapalinové chromatografie 
Obecně se tato metoda používá při stanovení iontů anorganických látek a při identifikaci 
molekulárních nebo biochemicky významných látek. Využití má tedy v potravinářském 
průmyslu, biochemii i v průmyslu zpracovávání dřeva a plastů [16]. 
Při stanovení mastných kyselin se používá méně často než plynová chromatografie, 
na druhou stranu ale umožňuje dosažení vyšší citlivosti. Je závislá na délce řetězce a na stupni 
nenasycenosti mastných kyselin. Záleží také na rozpouštědle, protože bylo prokázáno, 
že rychlejší je používání polárních rozpouštědel s obsahem hydroxylových skupin [39]. 
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4.4.4 Chromatografie na tenké vrstvě 
Hlavním prvkem chromatografie na tenké vrstvě (TLC- Thin Layer Chromatography) je 
hliníková destička pokrytá sorbentem- silikagelem. Před vlastním stanovením je vhodné dát 
destičku aktivovat do sušárny. Následně se mikropipetou nanese vzorek na označené místo 
(start, asi 1-2 cm od okraje). Deska se pak vyvíjí v uzavřené komoře, kde je atmosféra sycena 
parami mobilní fáze. Nanesené vzorky nesmějí být ponořeny v kapalině. Vzlínající 
rozpouštědlo unáší složky vzorku různou rychlostí. Deska se nechává v komoře tak dlouho, 
dokud rozpouštědlo nedosáhne předem označeného cíle. Deska se pak vyjme, usuší, postříká 
se vhodným reagentem a zkoumají se složky. K nalezení fluoreskujících složek se používá 
UV lampa. Vyhodnocování probíhá formou měření vzdálenosti středu skvrny od startu 
a vzdálenost konce mobilní fáze od startu [31,46]. 
 
Použití tenkovrstvé chromatografie 
Pomocí TLC bylo zkoumané například bulharské máslo, kde byl zjišťován obsah trans 
monoenových mastných kyselin, v různých ročních obdobích. Průměrný obsah v létě byl 
stanoven na 4,04 % a v zimě na 5,43%. Rozdíl byl přisouzen delší době krmení na pastvinách 
[40]. 
4.5 Stanovení volných mastných kyselin  
Většina mastných kyselin v lipidech se nachází ve formě vázané jako estery nebo amidy, 
pouze malé množství ve formě volné (neesterifikované) (free fatty acids FFA). V mléčném 
tuku je většina mastných kyselin (96 – 98 % z celkového obsahu) přítomna ve formě 
triacylglycerolů. I když jsou volné mastné kyseliny v sýrech a dalších mléčných výrobcích 
pouze v malých koncentracích, výrazně ovlivňují chuťové vlastnosti těchto produktů [45].  
Pro stanovení FFA se v praxi používá předběžná frakcionace, kdy se FFA oddělí 
od ostatních lipidických frakcí např. pomocí TLC, SPE, SPME nebo HPLC [7]. Pro získání 
těkavých volných MK se dříve často používala destilace s vodní parou 42. Nevýhodou 
těchto procesů je většinou poměrně velká časová náročnost 7. 
V diplomové práci Knotka [48] a disertační práci Šípalové [49] byla pro stanovení volných 
mastných kyselin v jogurtu použita jejich předseparace pomocí SPE. Po eluci FFA z SPE 
kolonky 2% kyselinou mravenčí v diethyletheru byly tyto převedeny na FAME (methoxidem 
sodným v metanolu) a stanoveny pomocí GC-FID. 
Horák a kol. [51] popisují podobnou metodu stanovení FFA s SPE extrakcí. FFA byly 
eluovány pomocí chloroformu, převedeny na methylestery (derivatizační činidlo metanol + 
BF3 – methanol 14% v/v) a stanoveny GC-FID. 
Čertík a kol. [50] extrahovali lipidy z matrice vzorku modifikovanou metodou podle 
Folche, frakcionace lipidů byla provedena TLC s mobilní fází hexan/diethylether/kyselina 
octová (70:30:1 v/v/v). Získaná frakce volných mastných kyselin byla po převedení na FAME 
(methanol + BF3) stanovena pomocí GC-FID. 
Mubiru a kol. [36] ve své práci zavedli metodu stanovení epoxy mastných kyselin. Mastné 
kyseliny byly nejprve převedeny na methylestery methoxidem sodným v metanolu. 
Pro předseparaci polárních a nepolárních FAME použili SPE kolonky naplněné silikagelem, 
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jednotlivé frakce byly získány elucí nepolárním (hexan–diethylether, 98:2, v/v) resp. polárním 
(hexan–diethylether 90:10, v/v) rozpouštědlem. Kvalita separace byla následně potvrzena 
pomocí TLC na silikagelu. Získané FAME byly stanoveny pomocí GC-FID. 
Tuomala a Kallio  42 použili ve své práci pro stanovení FFA ze sýrů ementálského typu 
přímé on-line spojení SFE-GC. Pomocí SFE oxidem uhličitým byla ze vzorků získána těkavá 
frakce obsahující FFA a další těkavé sloučeniny, která byla následně analyzována GC-FID 
a GC-MS. 
Amer a kol. [43] ve své práci popisují jednoduchou a rychlou metodu stanovení FFA 
v mléce bez jejich předchozí extrakce. FFA byly převedeny na ethylestery přímou derivatizací 
ethyl chloroformátem (ethylester kyseliny chloromravenčí) a následně stanoveny GC-MS.  
Zeppa a kol. [44] použili pro simultánní stanovení sacharidů, nízkouhlíkatých organických 
kyselin a některých dalších sloučenin v sýrech HPLC s předchozí extrakcí roztokem H2SO4 o 
koncentraci 0,0065 mol.l
-1
. 
Wijesundera a kol. [45] použili pro extrakci FFA ze vzorků sýra čedar SPME vlákno 
pokryté polyakrylátem. Nasorbované FFA byly přímo dávkovány do injektoru plynového 
chromatografu a stanoveny GC-FID. 
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5 ZÁVĚR 
Tématem této bakalářské práce bylo na základě provedené literární rešerše uvést přehled 
možností stanovení volných i vázaných mastných kyselin v potravinových matricích.  
Mastné kyseliny se z hlediska názvosloví organické chemie řadí mezi karboxylové 
kyseliny s alifatickým uhlovodíkem. V potravinách se nacházejí spíše ve formě vázané jako 
mono-, di- a především triacylglyceroly. Volné mastné kyseliny jsou většinou přítomny jen 
ve velmi nízkých až stopových koncentracích.  
Před vlastním stanovením je nutné izolovat vzorek lipidů, popřípadě mastných kyselin 
z potravinové matrice, nejčastěji extrakcí, pro zisk těkavých mastných kyselin je možné 
použít také destilaci s vodní parou. Klasická extrakce vhodným rozpouštědlem je v poslední 
době často nahrazována různými moderními extrakčními technikami, které do určité míry 
eliminují některé její nedostatky: především je to instrumentální a časová náročnost, velká 
spotřeba vzorku, množství drahých a leckdy toxických rozpouštědel. Nejčastěji se 
při stanovení mastných kyselin aplikuje extrakce případně mikroextrakce na pevné fázi nebo 
superkritická fluidní extrakce. Výběr probíhá především podle druhu potravinové matrice 
a dalších faktorů jako je rychlost, dostupnost, cena apod. Pro oddělení volných a vázaných 
mastných kyselin je vhodné získaný extrakt rozdělit na jednotlivé lipidové frakce, které je 
potom možné analyzovat odděleně. Pro tento předseparační krok lze použít chromatografii na 
tenké vrstvě nebo extrakci na pevné fázi. 
Pro stanovení mastných kyselin plynovou chromatografií je vhodné, je převést na těkavější 
deriváty (nejlépe nejtěkavější methylestery), k čemuž se nejčastěji používá kysele nebo 
bazicky katalyzované esterifikace methanolem. Vzhledem k tomu, že při derivatizaci může 
dojít ke ztrátám některých mastných kyselin a je potenciálním zdrojem i dalších chyb, byly 
činěny pokusy stanovit mastné kyseliny bez předchozí derivatizace. Je to však poměrně 
obtížné, je třeba použít speciální kolonu s vysoce polární stacionární fází, dosahuje se malé 
přesnosti a citlivosti a v praxi se tento přístup používá minimálně. 
Pro analytické stanovení získaných methylesterů se většinou používá plynová 
chromatografie s využitím  plamenově ionizačního, případně hmotnostního detektoru. Další, 
méně často využívanou variantou, je vysokoúčinná kapalinová chromatografie 
s fotometrickým nebo fluorimetrickým detektorem.  
Cílem této práce bylo vybrat vhodnou metodu pro stanovení vázaných, popřípadě volných 
mastných kyselin ve vzorcích přírodních a/nebo tavených sýrů, která bude použita 
v navazující diplomové práci. Z hlediska přesnosti stanovení, dostupnosti chemikálií, 
přístrojů, financí i času byla pro experimentální část diplomové práce předběžně vybrána 
pro izolaci lipidů extrakce podle Folche (extrakční směs chloroform:methanol (2:1)), 
pro předseparaci  extraktu bude vyzkoušena chromatografie na tenké vrstvě a extrakce pevnou 
fází. Mastné kyseliny budou převedeny na methylestery bazicky katalyzovanou esterifikací 
methanolickým roztokem hydroxidu draselného s následným stanovením plynovou 
chromatografií s plameno-ionizační detekcí. 
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7 SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK 
SFA nasycené mastné kyseliny 
MUFA nenasycené mastné kyseliny s jednou dvojnou vazbou 
PUFA nenasycené mastné kyseliny s více dvojnými vazbami 
MAE extrakce pomocí mikrovln 
LDL low density lipoprotein 
HDL high density lipoprotein 
SPE extrakce na pevné fázi 
SPME mikroextrakce na pevné fázi 
SFE superkritická fluidní extrakce 
GC plynová chromatografie 
HPLC vysokoúčinná kapalinová chromatografie 
FAME fatty acid methyl ester  
MK mastné kyseliny 
MEMK methylestery mastných kyselin 
GSC plynová adsorpční chromatografie 
GLC plynová rozdělovací chromatografie 
WCOT kapilární kolona s potaženými stěnami 
SCOT kapilární kolona s tenkou vrstvou nosiče 
PLOT kapilární kolona s vrstvičkou pevného sorbentu na vnitřní straně 
FID plamenově ionizační detektor 
MS hmotnostní spektrometrie 
LLC kapalinová rozdělovací chromatografie 
LSC kapalinová adsorpční chromatografie 
GPC gelově permeační chromatografie 
IEC iontově výměnná chromatografie 
UV ultrafialové záření 
TLC chromatografie na tenké vrstvě 
FFA volné mastné kyseliny 
 
 
 
